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(57) Abstract 

The invention relates to a device and a method for mixing liquids near the interface in a biosensor. Mixing is effected by introducing 
sound or ultrasound or acoustic surface waves. 

(57) Zusammenfassung 

Durch die Erfindung wird eine Vorrichtung und ein Verfahren zum grenzflachennahen Mischen von Fltissigkciten in einem Biosensor 

bercitgestellt. Dieses Durchmischen erfolgt mittels Einbringung von Schall bzw. Ultraschall oder akustischen Oberflachenwellen. 
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Vorrichtung und Verfahren zur grenzf lachennahen Mischung von 

Proben in Biosensorsystemen 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
grenzf lachennahen Mischung von Proben in Biosensorsystemen, 
insbesondere von Sensorsystemen, die Oberf lachenbindungsre- 
aktionen als sensorische Reaktion verwenden. Insbesondere 
betrifft die Erfindung eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Durchmischung von Dubstanzen in einem Biosensor, vor- 
zugsweise in einem Oberf lachenplasmonenresonanzsensor . 

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, eine Flussigkeit in 
einem optischen Biosensor an der optischen MeSoberf lache an- 
zukoppeln. Ein erstes Verfahren betrifft ein Kuvettensystem, 
in dem eine Kammer oder ein Topf verwendet wird, bei dem 
eine Seitenwand oder der Boden die Sensoroberf lache bildet. 
Ein zweites Verfahren betrifft ein FluSsysteir:, bei dem \iber 
FluSkanale die Flussigkeit an der MeSoberf iache vorbeige- 
pumpt wird. Dabei wird haufig ein Flow- In j ect ion- Analysis- 
Verfahren verwendet und die .Flussigkeit wird haufig in einer 
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Fliissigkeitsschleife iiber die MeSoberf iache gefuhrt . Das 
hiervon bevorzugte System ist das Kiivetter. system, die Erfir.- 
dung findet aber auch Anwendung bei einsm FluSsystem. Ein 
drittes Verfahren verwendet einen f aserop-ischen Sensor (wie 
beispielsweise in der DE-A-40 33 741 gezeigt) , bei dem eine 
Glasfaser oder ein anderes optisches Element in den Fliissig- 
keitsstrom oder in die stehende Fliissigkeit eingetaucht 



wird. 



Optische Biosensoren beruhen in der Regel darauf, daS Parti- 
kel (Molekule, Bakterien, Viren, usw.) iiber eine Ligand-Re- 
zeptor-Wechselwirkung an die optische MeSoberf lache gebunden 
werden, wodurch sich unter anderem die optische Schichtdicke 
eines diinnen Filmes auf der MeEoberf lache verandert. Diese 
Veranderung wird iiber ein optisches Verfahren nachgewiesen. 
Das optische Signal ist ein Mafi fiir die Sindvingsstarke -oder 
die Konzentration der bindenden Partner. Die Bindung wird in 
der Nahe der Oberflache durch die zur Verfiigung stehende 
Konzentration an bindenden Molekiilen bestiramt. Haben sich 
aufgrund vorangegangener Bindungsereignisse Molekiile oder 
grofiere Partikel aus der Fliissigkeit bereits an die Oberfla- 
che gebunden, tritt lokal in unmittelbarer Nahe der Oberfla- 
che (bis 1-10 fim) eine Verarmung (depletion) oder ein Kon- 
zentrationsgefalle auf, welches die weitere Messung ver- 
filscht. Insbesondere wenn kinetische Phanomene gemessen 
werden sollen, werden also hSufig nicht Reaktionsgeschwin- 
digkeiten, sondern die Diffusion gemessen. 3eim gewohnlichen 
Mischen mit z.B. Riihren liegt in der Nahe der Oberflache in 
der Regel ein laminarer Plussigkeitsstrom vor und aufgrund 
von Newton-Reibung findet an der Sensoroberf lache keine aus- 
reichende Durchmischung mit iibrigem Mefivolumen statt. Bei 
MeSvorrichtungen mit FluSkammern kann dieses Problem dadurch 
gelost werden, daS Flussigkeitsstrome rait unterschiedlicher 
Geschwindigkeit iiber die . Oberflache gef iihrt werden und aus 
den erhaltenen Daten extrapoliert wird, weiche Bindungskine- 
tiken auftraten, falls ein beliebiger Austausch d.h.optimale 
Durchmischung mit der MeSf liissigkeit erfoigen wiirde. 
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In der Kegel betragt die Dif fusionsgeschwindigkeit im Volu- 
men weniger als l /iir./sec. Wenn das Oberf lachensignal mit 
einer Taktf req^jenz vcn etwa 1 bis 10 Hz gemessen wird, ist 
davon auszugehen, daS ein Raum von mehreren iixa Kobe liber der 
MeSoberf lache moglichst gut in eine Flussigkeitsstromverbin- 
dung mit dem Rest des Volumens gebracht werden muS, um kor- 
rekte MeSwerte zu erhalten. 

Demgegeniiber liegt der Srfindung die Aufgabe zugrunds, ver- 
besserte Mefivorrichtungen und MeSverfahren bereitzustellen. 
Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen der Anspruche gelost. 

Bei der Losung geht die Erfindung von dem Grundgedanken aus, 
einen Flussigkeitsaustausch bzw. eine Durchmischung der 
Fliissigkeit in unmittelbarer Nahe der Oberf lache (d.h. we- 
nige /im) zu erzeugen. 

In einer ersten Aus fiihr-angs form wird dazu Schall, insbeson- 
dere Ultraschall zur Durchmischung in die Flussigkeit einge- 
bracht . 

Der Schall, insbesondere der Ultraschall, kann dabei auf 
verschiedene Arten in die Flussigkeit eingekoppelt werden. 
Als Schallquelle kann ein Schwingquarz oder ein anderes pie- 
zoelektrisches Element vorgesehen sein. Beispielsweise -wer- 
den die Schall- bzw. Ultraschallwellen vorzugsweise direkt 
an die Sensoroberf lache ubertragen. Dabei wird eine schall- 
leitende Verbindung zwischen dem Sensor und der Schallquelle 
bereitgestellt . Vorzugsweise wird iiber ein optisches Ele- 
ment, wie etwa ein Prisma, oder ein anderes zur Messung ver- 
wendetes optisches Element in dem Sensor der Schall einge- 
koppelt. Diese Schwingungen werden uber das optische Element 
in die Flussigkeit ubemragen und sorgen dort an der Ober- 
f lache des Sensors fur eine lokale Durchmischung. Dabei kann 
die Schallquelle direkt an dem Prisma bzw. direkt an der 
Sensoroberf lache angeordnet .werden. 
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Vorzugsweise sind die Schwingungen in der Fliissigkeit paral- 
lel und/oder senkrecht zur Flachennormalen der Sensorflache 
ausgerichtet . 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, einen Ruhrfinger in 
die Fliissigkeit einzubringen, der durch einen Schwingquarz 
Oder ein anderes piezoelektrisches Element bewegt wird. Auf 
beide Arten werden in der Fliissigkeit transversale oder Ion- 
gitudinale Schwingungen induziert (bzw. eine Kombination 
daraus) , die fur eine Durchmischung der Fliissigkeit auch un- 
mittelbar an der Sensoroberf lache sorgen. Vorzugsweise wird 
das System von kleinen Flussigkeitswellen durchlaufen, die 
fur die Durchmischung der Fliissigkeit sorgen.' 

Bei der zweiten beschriebenen Moglichkeit wird bevorzugt die 
Pipettenspitze, die zum Pipettieren veinvendet wird, zum 
Ubertragen der Schallwellen eingesetzt. 

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daS mechanooptische und 
akustooptische Effekte auftreten konnen, welche die Durchmi- 
schung und die Messung beeinf lussen. Schall ist beispiels- 
weise geeignet, Oberf lachenplasmonen zu modif izieren. Des- 
halb wird bevorzugt, das Riihren mit Schall bzw. Ultraschall 
nur abwechselnd mit der optischen Messung durchzuf lihren . Da- 
bei wird beispielsweise alle 0,1 sec folgende MeSfolge 
durchgef iihrt : Ultraschallsignal auf die MeSf liissigkeit ein- 
wirken lassen, dieses beenden und anschlieSend nach einer 
Pause eine optische Messung durchfuhren. Danach findet eine 
erneute Beschallung mit Ultraschall statt. Beispielsweise 
kann der Zeitverlauf der Messungen f olgendermaSen sein: ca. 
12 msec fur die Aufnahme der Messung, ca. 10 bis 20 msec 
Einbringen von Ultraschall und eine Pause von bis zu 100 
msec. Aus der Summe von Mischzeit, Pause und Mefizeit ergibt 
sich dadurch eine MeSfrequenz von beispielsweise 10 Hz. 
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Bei der Wahl der geeigneten Frequenz und Ints- = -; taf des an 
gewandten Ultraschalls sind verschiedene Faktoren zu beruck- 
sxchtigen. Einerseits ist eine hohe Intensitat fur eine gute 
Durchmischung erf orderlich, andererseits werden bei zu hohe^ 
intensitaten Mikrokavititen im Wasser gebildec, in denen zum 
emen Radikale gebildet werden kdnnen und die zum anderen 
auch Polymerketten mechanisch zerreiSen konnen. Je hohe- die 
Frequenz des Schalls ist, desto kleiner die MikrokavitSten 
und desto starker die Bildung von Radikalen. Sowohl die Ra- 
dikale als auch die Mikrokavitaten stellen eine Gefahr fur 
die Polymerketten des erf indungsgemaSen Sensors als auch fur 
die biologischen Molekule dar. Bevorzugt ist deshalb ein 
Frequenzbereich von 1 bis 300 kHz, vorzugsweise 30 kHz 3ei 
dieser Frequenz haben die Mikrokavitaten eir.en Durchmesser 
von ca. 170 f,m. was mit einem einfachen optischen Mikroskop 
gut zu beobachten ist. Sobald Mikrokavitaten sichtbar sind 
1st die eingest elite Intensitat zu hoch. Die eingekoppelten 
Leistungen liegen im Bereich von 0,1 bis 10 W, vorzugsweise 
0,5 bis 5 W, am meisten bevorzugt 1 bis 2 W. 

Zusatzlich zu der Durchmischung mittels Ultraschall kann 
gleichzeitig- eine makroskopische Vermischung dafur sorgen, 
daS Flussigkeit aus dem Gesamtvolumen in die Verarmunaszone 
an der Sensoroberf lache transportiert wird. Bevorzugt ist 
dabei eine Kombination zweier Verfahren. Dabei gibt es meh- 
rere Moglichkeiten. Ein herkommliches Mikro- oder Makro^luS- 
system kann mit einer Schall- bzw/ Ultraschalidurchmischung 
kombiniert werden. Ferner ist es moglich. ein klassisches 
Ruhren mit einer schallinduzierten Durchmisch^ang zu kombi- 
nieren. Ferner kann eine Durchmischung durch Ansaugen und 
AusstoSen von Flussigkeit mittels einer Spitze mit einer Ul- 
traschalidurchmischung kombiniert werden. 



zum 



Wie bereits erwahnt, wird in einer Aus fiihrungs form 
Durchmischen ein Ruhrfinger verwendet . Dieser kann in seiner 
Spitze durch eine handelsiibliche Wegwerf spitze aus Kunst 
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stoff gebildet werden. Diese Spitze kann verwendet warden, 
urn: 

1. Flussigkeit in die Fliissigkeitsmefizelle zu transportie- 
ren, 

2. die Flussigkeit durch Aufsaugen und AusstoSen von Flus- 
sigkeit zu vermischen und 

3. durch eine mit Piezoelementen verursachte Zitterbewegung 
eine Durchmischung im Mikrometerbereich zu erzeugen. 

Ein und dieselbe Spitze dient dabei also als Transportgef aS, 
als Ruhrfinger, wie auch zum Ansaugen und AusstoSen von 
Flussigkeit. Die Spitze kann in der x-y-Ebene und/oder in 
der z-Richtung bewegt werden. 

Eine andere erf indungsgemaSe Ausf uhrungsf orm verwendet aku- 
stische Oberf lachenwellen (SAW) zum Durchmischen. Akustische 
Oberf lachenwellen konnen bei piezoelektrischen Materialien 
durch Anlegen von Wechselspannungen uber z.3. kammartig aus- 
geformte, ineinandergreif ende Slektroden erzeugt werden. Die 
akustischen Oberf lachenwellen fiihren zu einer Auslenkung der 
Oberf lache in der Ebene der Oberf lache, wodurch eine Bewe- 
gung relativ zu der daruber befindlichen Flussigkeit erzeugt 
wird und dadurch eine oberf lachennahe Mischung erf olgt . 

Die Erfindung wird nachstehend mit bezug auf die Zeichnungen 
naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine erste erf indungsgemaSe Ausf uhrungsf orm, bei der 
die Schallwellen uber ein Piezoelement oder einen 
Aktor auf das Substrat ubertragen werden; 

Fig. 2 eine zweite erf indungsgemaSe Ausf uhrungsf orm, bei 
der zum Durchmischen ein Ruhrfinger verwendet wird; 
und 

Fig. 3 eine dritte erf indungsgemaSe Ausfiihrungsf orm, bei 
der akustische Oberf lachenwellen zum Durchmischen 
verwendet werden. 
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Die MeBvorrichtunc nach Fig. i weist ein Substrat i mit 
emer Sensoroberf lache 2 auf. Diese Sensoroberf lache ist be- 
vorzugt sine Goldoberf lache . Die Sensoroberf lache 2 ist so 
angeordnet, dafi sie sich zwischen dem Substrat l und einer 
Kuvette 3 befindet. Diese Kuvette 3 ist mit der zu durchm^ - 
schenden Flussigkeit gefullt. Ferner sind in Fia. i* zwei 
Mischeinrichtungen 4 gezeigt, die gemafi der in Fig. i ge- 
zeigten Ausf uhrungsf ortn fur eine horizontale 'und vertikale 
Durchtnischung sorgen. Zwischen den entsprechenden Mischein- 
richtungen und dem Substrat konnen noch entsprechende mecha- 
nische Koppelelemente 5 vorgesehen sein. Figur l zeigt diese 
Dedoch nur als bevorzugten Bestandteil der erf indungsgemaSen 
MeSvorrichtung . 

Auch die MeSvorrichtung der zweiten Ausfiihrungsf orm (siehe 
Fig. 2) enthait eine auf einem Substrat 11 angeordnete Sen- 
soroberf lache 12, die wiederum bevorzugt eine Goldoberf ISche 
1st. In die mit Flussigkeit gefiillte Kuvette 13 ist ein 
Ruhrfinger eingetaucht . Dieser Ruhrfinger nach Fig. 2 ist 
eine Pipettenspitze 18, die mit einer (nicht gezeigten) 
Pumpe verbunden ist, iiber die Flussigkeit in die Fliissig- 
keitsmeSzelle bzw. die Kuvette eingebracht wsrden kann 
Durch Bezugszeichen 14 ist eine Mischeinrichtung gekenn- 
zeichnet, die beispielsweise ein Piezoelement oder ein ande- 
rer Aktor sein kann. Als zweite Mischeinrichtung 16 kann ne- 
ben einem Piezoelement oder einem Aktor auch "ein Lautspre- 
cher vorgesehen sein. Auch Fig. 2 zeigt wieder mechanische 
Koppelelemente 15 und 17, die jedoch nur bevorzugt vorhanden 
smd und eventuell entf alien konnen. 
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Fig. 3 zeigt die dritte erf indungsgema3^e Ausf uhrungsf orm mit 
einem piezoelektrischen Substrat 21 una der darauf befindli- 
chen Sensoroberf iache (bevorzugt Goldoberf iache) 22. GemaS 
der Ausfuhrungsform nach Fig. 3 sind katnmartige Elektroden 
24 vorgesehen, viber die durch Anlegen von Wechselspannungen 
akustische Oberf lachenwellen erzeugt werden. Diese akusti- 
schen Oberf lachenwellen rufen eine Bewegung relativ zu der 
sich in der Kuvette befindlichen Fliissigkeit hervor, wodurch 
eine oberf lachennahe Mischung der Flussigkeit erfolgt. 
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BE ZUGS ZE ICHENBIiATT 

Re, Fiq> l: 

1 Substrat 

2 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

3 Klivette mit Flussigkeit gefUllt 

4 Piezo Oder Aktor 

5 mechanisches Koppelelement (kann evtl. entf alien) 
Re, Fig, 2: 

11 Substrat 

12 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

13 Kuvette mit Flussigkeit gefUllt 

14 Piezo Oder Aktor 

15 mechanisches Koppelelement (kann evtl. entf alien) 

16 Piezo/ Aktor oder Lautsprecher 

17 mechanisches Koppelelement (kann evtl, entf alien) 

18 Pipettenspitze mit Piompe versehen (Pumpe nicht 
eingezeichnet) 

Re, Fig, 3: 

21 piezoelektrisches Substrat 

22 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

23 KUvette mit Flussigkeit gefullt 

24 Elektroden 
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P a t e n t P. n s o r Vi r h a 



Senscrvorrichtung. die Oberf lachenbindungsreaktionen an 
exner Sensoroberf ISche als sensorische Reaktionen ver- 
wenaet, mit einer Einrichtung (4, 18, 24) zutn grenzfla- 
chennahen Mischen einar zu untersuchenden Flussigkeit. 

schlll T""''""' Binbringen vo! 

Schallwellen aufweist, die die Flussigkeit im grenzflS- 
chennahen Bereich der • Sensoroberf lache (2, 12) durch- 
mischt. 

Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei die Schalleinrichtung 
eane Ultraschalleinrichtung ist . 

Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, wobei die Schallein- 
rxchtung derart mit der Sensoroberf liche gekonoelt ist 
da£ Schallwellen parallel und/oder senkrecht"zur Fla' 
chennormalen der Sensoroberf lache in die Flussigkeit 
emgebracht werden. 

Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die SchaU- 
welxen ui.er ein optisches Element eines Sensors vo- 

zugsweise eines Oberf Ifichenplasmonenresonanzsensors ein- 
gebracht werden. 

vorrichtung nach Anspruch 5, wobei das optische Element 
em Prisma ist. 

vorrichtung nach .^nspruch 2, 3 oder 4, wobei die Schall- 
wellen uber eine Spitze (18) eingebracht werden. 

Vorrichtung nach Anspruch 7, wobei die Spitze ein Pioet- 
tenspitze ist. 
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9. Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die Schall- 
wellen iiber einen Lautsprecher {!€) eingebracht warden. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspr\iche 2 bis 9, wobei die 
Einrichtung in der Nahe der Sensoroberf lache (2, 12) an- 
geordnet ist . 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 10, wobei die 
Schalleinrichtung ein Schwingquarz ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 10, wobei die 
Schalleinrichtung ein piezoelektrisches Element ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 12, wobei die 
Frequenz des Schalls in einem Bereich von 1 bis 300 3cHz 
liegt . 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, wobei die Frequenz des 
Schalls 3 0 kHz betrtgt. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 14, wobei die 
von der Schalleinrichtung eingebrachten Leistungen im 
Bereich von 0,1 bis 10 W liegen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Mischeinrichtung 
eine Einrichtung (24) zum Erzeugen akustischer Oberfla- 
chenwellen aufweist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, wobei die Einrichtung 
kammartig ineinandergreif ende Elektroden aufweist. 

18. Vorrichtung nach Ajispruch 17, wobei die Einrichtung in 
der Nahe der Sensoroberf lache (22) angeordnet ist. 

IS. MeSverfahren in einem Sensorsystem, das Oberf lachenbin- 
dungsreaktionen als sensorische Reaktionen verwendet, 
mih Hah fnlcenden Schritten: 
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(a) Durchmischen der zu untersuchenden Flilssigkeit; 

(b) Durchfiihren der Kessung; 

wobei zwischen den Schritten (a) und (b) eine vorbe- 
stimmte Pause liegt. 

20. Verfahren nach Anspr-ach 19, wobei in Schritt (a) das 
Durchmischen mittels Schall oder Ultraschall erfolgt. 

21. Verfahren nach Anspr.:ich 19, wobei in Schritt (a) das 

Durchmischen mittels akustischen Oberf lachenweH en er- 
folgt . 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 21, wobei in 
Schritt (a) die Durchmischung zusatzlich durch Ruhren 
erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 21, wobei in 
Schritt (a) das Durchmischen zusatzlich durch Ansaugen 
und AusstoSen von Flussigkeit mittels einer Soitze er- 
folgt . 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 21, wobei in 
Schritt (a) das Durch.mischen mit einem Mikro- oder Ma- 
krofluSsystem kombiniert ist. 
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